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までに当講座では，顕微ラマン分光法 (Raman)分析および Transverse 8 


















                      材料および方法 7 
 実験過程を，図 1に模式的に示す． 8 
1 試料作製 (図 2) 9 
 ウシ下顎中切歯をセメント‐エナメル境にて切断後  (Isomet, 10 
Buehler, Rosemont, IL, USA)，直径 5 mmのエナメル質円板を切り出し11 
た (DP-375 V; Fujiwara Industry, Hyogo)．耐水研磨紙 2,000番まで研磨 12 
(Fuji Star; Sankyo Rikagaku, Co. Ltd., Saitama) することにより平坦な13 
面を作製後，脱イオン水 (DW) に浸漬しながら 15 分間超音波洗浄 14 
(US-2R; AS ONE, Osaka) を行った．その後，耐酸性バーニッシュに15 
て試験面を 2×3 mm に規定し，50 ml の円筒形プラスティック容器 16 
(352070; Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) の17 
底部に 3個ずつスティッキーワックスを用いて固定した． 18 
4 
 
2 基準病巣の作製と再石灰化 (図 2) 1 
各容器に 20 mlの 8%メチルセルロースゲル (Methocel MCgel, 2 
Fluka, Buchs, Switzerland) を注入し，37 °Cで 24時間静置後，0.1 M3 
の乳酸を 20 ml加え，37 °Cで 10日間浸漬することにより基準とな4 
る表層下脱灰病巣 (基準病巣) を作製した 18,19)．続いて，3種類の再5 
石灰化溶液，すなわちコントロール (Cont) として重炭酸イオン非含6 
有再石灰化溶液 (1.5 mM CaCl2，0.9 mM KH2PO4，130 mM KCl，20 mM 7 
Hepes，pH7.0)20,21)，ならびに安静時または刺激時唾液を想定して 5 8 
mMまたは 50 mM (Resting saliva [Rest], Stimulated saliva [Stim]) の9 
NaHCO3を添加 22)したものを用意した．これらの溶液を使用し，空気10 
の影響を軽減するために容器を溶液で完全に満たした状態 (60 ml) 11 
にて 37 °Cで 10週間浸漬した．なお，再石灰化溶液の交換は 7日間12 
毎に行い，NaHCO3の添加もその都度行なった． 13 
 14 
3 耐酸性試験(図 2) 15 
再石灰化後の試料と未処理の健全エナメル質  (Sound enamel 16 
[Sound])を，脱灰溶液 (1.5 mM CaCl2, 0.9 mM KH2PO4, and 25.0 mM 17 
CH3COOH; pH 4.6) 10 mlに 37°Cで 3日間浸漬し耐酸性試験を行った18 
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20)．なお，再石灰化試料は DWで水洗，乾燥後に脱灰液に浸漬した． 1 
 2 
4 顕微ラマン分光法 (Raman) 分析 (図 3) 3 
再石灰化後の試料 ，Sound群および基準病巣 (各群 n = 6) をワイ4 
ヤー式精密切断機 (Well 3242; Walter-Ebner, Mannheim, Germany) を5 
用いて試験面に垂直に歯軸の方向に半切した．試料は，顕微ラマン6 
分光光度計 (Nicolet Almega XR Dispersive Raman microspectroscopy 7 
system; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) を用い，露光8 
時間 10秒，露光回数 10回，励起波長 780 nm，出力レベル 10 mW，9 
グレーティング 360 lines/mm，アパーチャー100 µmの条件下で測定10 
した 18)．1試料において病巣の表層から 10 μmおよび 40 μmのそれ11 
ぞれで 6点測定し，ν1 (961 cm–1) のリン酸基，B-type carbonate (1070 12 
cm–1) の炭酸基のピーク高さ 23-26)を平均した．さらに，再石灰化エナ13 
メル質中の炭酸塩の割合をMohantyらの報告 17)を参考に 1070 cm–1 / 14 
961 cm–1より算定した．取得されたスペクトルの分析には，OMNIC15 
ソフトウェア (OMNIC; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, 16 




5 Transverse Microradiography (TMR) 分析 (図 4) 1 
基準病巣，再石灰化および耐酸性試験後の試料 (各群 n = 6) は 70 ~ 2 
100%のエタノール系列にて順次脱水後，包埋用レジン 3 
(Low-Viscosity Embedding Kit; Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA)4 
にて包埋した．加熱重合後，ワイヤーソーにて厚さ 150 μmの薄切片5 
を，各ブロックから 2 枚ずつ歯軸方向に切り出した．各切片は発生6 
源に Cu およびフィルターに Ni を使用した顕微エックス線装置 7 
(PW3830, Spectris, Surrey, UK) および High resolution X-ray glass plate 8 
(Konica Minolta, Tokyo) を用いて，13段階のステップウェッジととも9 
に TMR撮影 (管電圧 25 kV，管電流 15 mA，焦点－試片間距離 570 10 
mm，照射時間 20分)した 19,20)．通法により現像，定着，水洗，乾燥11 
後，セットアップされた microscope-videocamera-microcomputer シス12 
テム，およびミネラル量分析ソフト (TMR2000, Inspektor Research 13 




失量 (integrated mineral loss; IML, vol% × μm.)，表層のミネラル密度 18 
7 
 
(vol% of the surface layer; MSL) および病巣体部のミネラル密度 1 
(vol% of the body of lesion; MBL) である． 2 
 3 
6 統計分析 4 
統計分析は，Kruskal–Wallis and Steel–Dwass tests (EZRVer.1.27; 5 
Saitama Medical Center, Jichi Medical University, Saitama)27)を用い，有意6 
水準 5%で行った．なお，再石灰化後の IML は，基準病巣を加え統7 
計分析を行った． 8 
 9 
結 果 10 
1 Raman 分光法を使用した再石灰化エナメル質に取り込まれた炭11 
酸基およびリン酸基の評価 (表 1，図 5) 12 
表層付近 (10 μm) における炭酸基 (B-type carbonate; 1070 cm–1) 13 
のピーク高さは，基準病巣および Cont群で有意に低く，Sound，Rest14 
および Stim群間に有意差が認められなかった．病巣体部 (40 μm) で15 
は，基準病巣が有意に低く Stim群が有意に高かった．リン酸基 (ν1; 16 




表層付近の 1070 cm–1/961 cm–1は，Sound群に比較し Stim群は有意1 
に高い値を示し，Rest 群は同等，Cont 群は有意に低い値を示した．2 
病巣体部では，Sound群に比較し Stimおよび Rest群は有意に高い値3 
を示し，Cont群は有意に低い値を示した． 4 
 5 
2 TMR分析による再石灰化ならびにその後の脱灰様相の評価 (表 2，6 
図 6) 7 
再石灰化後の平均ミネラルプロファイルから，再石灰化群はミネ8 
ラル密度の上昇が確認され，基準病巣と明らかに異なった様相を示9 
した (図 6－a)．また，IMLについても，再石灰化群間に有意な差は10 
認められなかったが，基準病巣より有意に低い値を示した (表 2)． 11 
さらに，耐酸性試験後の全ての群間の IMLには有意差は認められ12 
なかったものの(表 2)，再石灰化群の平均ミネラルプロファイルは13 
Sound群とは異なり，表層付近 (10 μm) と病巣体部 (40 μm) におけ14 
るミネラル密度の著しい低下は認められず(図 6－b)，再石灰化群の15 





考 察 1 
 本研究では，エナメル質表層下脱灰病巣の再石灰化における炭酸2 
基およびリン酸基の取り込み様相を Raman分析にて，再石灰化とそ3 




またリン酸基のピーク高さは Sound 群および再石灰化 3 群間で有意8 
差を認めなかった．重炭酸イオン含有条件での再石灰化および耐酸9 
性試験後の IMLは，重炭酸イオンが存在しない条件と同等であった10 
が，再石灰化群の耐酸性試験後ミネラルプロファイルは Sound 群と11 
は異なり，著しいミネラル密度の低下は認められなかった． 12 
TMR分析は，脱灰および再石灰化におけるミネラルの変化を定量13 
















論的な HAPと想定して行ったものである 29)．エナメル質には重量で10 
約 4%の水分が存在すると推定され 30)，そのうち強固に結合した水分11 
は，概念的に提唱されている HAP 結晶周囲の水和層に相当し HAP12 
はこの水和層を介して周囲環境よりもたらされた各種イオンを結晶13 
表面に吸着している 30,31)．HAP の結晶格子を形成しているイオンは14 
表面に吸着されているイオンと活発な交換を起こし，このイオン交15 
換には同種と異種がある 30)．同種イオン交換は，格子中の Ca2+と周16 
囲の Ca2+が置換する現象であり，異種イオン交換は格子中の Ca2+が17 
Na+，K+，Mg2+，Zn2+および Sr2+などと，また OH-が F-，Cl-および他18 
11 
 











ヒトエナメル質の炭酸基の含有量は 3 - 4%であり，そのうち 90%12 
を占めるB-type の炭酸基 36)はリン酸基と置換する可能性を有してい13 
る 24)．一般的に炭酸基が多いほどエナメル質結晶構造に歪みを生じ，14 


















TMR分析の結果より，再石灰化後の IMLに Cont，Restおよび Stim13 
群間には差が無く，基準病巣とは有意な差があったことから，再石14 
灰化を抑制する影響はなかったと考えられる．  15 
耐酸性への影響については，耐酸性試験後の IMLに全群間での差16 




無かったと考えられる．Raman 分析によって再石灰化 3 群間でリン1 
酸基のピーク高さに有意差は認められなかったが，Rest，Stim 群の2 
MSL および MBL の部位に炭酸基が多いことが確認され，この範囲3 
において炭酸基 / リン酸基の増加が確認された．Tanakaら 39)は再石4 
灰化の際に取り込まれたリン酸イオンはHAPの結晶化に寄与すると5 








している．これらの報告および本研究の結果より，Rest および Stim14 




























結 論 3 
重炭酸イオンは再石灰化においてエナメル質表層下脱灰病巣の表4 
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表 1 顕微ラマン分光法 (Raman) 分析の結果 2 
 3 
表 2 Transverse Microradiography (TMR) 分析の結果 4 
平均ミネラル喪失量 (IML) = integrated mineral loss (vol% × μm)， 5 
表層のミネラル密度 (MSL) = vol% of the surface layer (vol%)， 6 
病巣体部のミネラル密度 (MBL) = vol% of the body of lesion (vol%). 7 
 8 
図 1 実験過程 9 
 10 
図 2 試料作製，基準病巣の作製，再石灰化および耐酸性試験 11 
 12 
図 3 顕微ラマン分光法 (Raman)分析 13 
 14 
図 4 Transverse Microradiography (TMR) 分析分析 15 
 16 









































 27 ± 3 ᶜ  371 ± 26  ᵇ 0.07 ± 0.010  ͩ
各群の異符号間に有意差あり (Kruskal–Wallis and Steel–Dwass tests. p < 0.05)．
   8 ± 2 ᵃ  359 ± 76 ᵇ 0.02 ± 0.004 ᵃ
 15 ± 1 ᵇ  389 ± 19 ᵇ
  
0.04 ± 0.002 ᶜ
   5 ± 1 ᵃ  199 ± 45 ᵃ  0.03 ± 0.003 ᵃᵇ
 15 ± 4 ᵇ  426 ± 70 ᵇ 0.03 ± 0.004 ᵇ
   18 ± 4 ᵇ 295 ± 43  ᵇ 0.06 ± 0.010 ᶜ
    8 ± 2 ᵃ 386 ± 63 ᵇ 0.02 ± 0.003 ᵃ
   11 ± 3 ᵇ 306 ± 58 ᵇ 0.03 ± 0.004 ᵇ
   5 ± 1 ᵃ 182 ± 19 ᵃ 0.03 ± 0.004 ᵇ





          ν₁ PO4–3         
         961 cm–1 1070 cm
–1/961 cm–1

































(vol%×μm; mean±SD) (vol%; mean±SD) (vol%; mean±SD) 
  38 ± 15  ᵇ
  -   -   -   -
  - 5012 ± 828 ᵃ   6 ± 2 ᵃ   6 ± 3 ᵃ
1922 ± 581 ᵃ   4413 ± 1071 ᵃ 58 ± 8 ᵇ 35 ± 7 ᵇ





1996 ± 445 ᵃ   3819 ± 1457 ᵃ   56 ± 12 ᵇ 42 ± 9 ᵇ
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